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阿奇霉素对高氧暴露新生大鼠肺损伤保护作用的研究
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［摘 要］ 目的：探讨阿奇霉素（azithromycin，AZM）对治疗新生大鼠支气管肺发育不良（bronchopulmonary dysplasia，BPD）的
有效性。方法：将新生大鼠随机分成空气⁃生理盐水（RA⁃Saline）组、空气⁃阿奇霉素（RA⁃AZM）组、氧气⁃生理盐水（O2⁃Saline）组、

氧气⁃阿奇霉素（O2⁃AZM）组，O2⁃Saline组和O2⁃AZM组大鼠组在出生12 h内暴露于浓度为95%~100%的高氧中以建立BPD新生

大鼠模型，RA⁃AZM组、O2⁃AZM组在生后第1~10天每天腹腔注射AZM（40 mg/kg），RA⁃Saline组和O2⁃Saline组给予等剂量的生

理盐水，观察大鼠的生存率；qPCR检测炎症因子和趋化因子的表达；测量肺泡平均线性截距（mean linear intercept，MLI）及次级

肺泡隔的生成、肺血管密度来评估AZM对BPD新生大鼠肺发育的影响，并通过免疫组化检测肺组织中性粒细胞及巨噬细胞来

评估AZM对炎症细胞的影响。结果：与O2⁃Saline组比较，O2⁃AZM组大鼠10 d存活率差异无统计学意义（P > 0.05）；qPCR结果

显示，与O2⁃Saline组比较，O2⁃AZM组大鼠白介素⁃6（interleukin⁃6，IL⁃6）、单核细胞趋化蛋白⁃1（monocyte chemotactic protein⁃1，
MCP⁃1）、纤溶酶原激活物抑制剂⁃1（plasminogen activator inhibitor⁃1，PAI⁃1）表达显著下降（P < 0.05），中性粒细胞趋化因子⁃1
（cytokine induced neutrophil chemoattractant⁃1，CINC⁃1）表达差异无统计学意义（P > 0.05）；ELISA结果表明，与O2⁃Saline组比

较，O2⁃AZM组大鼠 IL⁃6水平显著下降（P < 0.05）；免疫组化结果显示，O2⁃AZM组大鼠肺组织巨噬细胞及中性粒细胞聚集显著

减少，肺血管密度及次级肺泡隔计数增加，差异均有统计学意义；HE病理分析结果显示，与O2⁃Saline组比较，O2⁃AZM组大鼠

MLI显著缩短，差异有统计学意义（P < 0.05）。结论：AZM可降低高氧暴露新生大鼠肺组织炎症因子和趋化因子的释放，抑制炎

症细胞的趋化或募集，改善高氧暴露新生大鼠BPD样肺损伤。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effectiveness of azithromycin（AZM）on bronchopulmonary dysplasia（BPD）in neonatal
rats. Methods：Neonatal rats were randomly assigned to four groups：room air⁃saline（RA⁃Saline）group，room air⁃azithromycin
（RA⁃AZM）group，oxygen⁃saline（O2⁃Saline）group，and oxygen⁃azithromycin（O2⁃AZM）group. The O2⁃Saline group and O2⁃AZM
group were exposed to 95% to 100% oxygen within 12 hours of birth to establish a BPD rat model. The RA⁃AZM and O2⁃AZM groups
received daily intraperitoneal injections of AZM at a dosage of 40 mg/kg from postnatal day 1 to day 10，while the RA⁃Saline and
O2⁃Saline groups were administered an equal volume of saline. The survival rate of the rats was carefully observed. qPCR analysis was
conducted to detect the expression of inflammatory factors and chemokines. Additionally，the alveolar mean linear intercept（MLI），the
formation of secondary alveolar septa，and pulmonary vascular density were measured to assess the impact of AZM on lung
development in BPD neonatal rats. Immunohistochemical detection of neutrophils and macrophages in lung tissue was also performed
to evaluate the anti⁃inflammatory effect of AZM on inflammatory cells. Results：Compared to the O2⁃Saline group，the 10⁃day survival
rate of rats in the O2 ⁃AZM group did not exhibit a statistically significant difference（P > 0.05）. qPCR analysis revealed that the
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expressions of interleukin⁃6（IL⁃6），monocyte chemotactic protein⁃1（MCP⁃1），and plasminogen activator inhibitor⁃1（PAI⁃1）were
significantly reduced in the O2 ⁃AZM group compared to the O2 ⁃Saline group（P < 0.05），while the expression of cytokine induced
neutrophil chemoattractant ⁃1（CINC⁃1）showed no significant difference（P > 0.05）. ELISA analysis further confirmed a significant
reduction in IL⁃6 levels in the O2⁃AZM group compared to the O2⁃Saline group（P < 0.05）. Immunohistochemical analysis revealed a
marked reduction in the accumulation of macrophages and neutrophils in the lung tissues of the O2⁃AZM group，along with an increase
in pulmonary vascular density and the count of secondary alveolar septa，all of which were statistically significant. Furthermore，HE
pathological examination revealed a significantly shortened MLI in the O2⁃AZM group compared to the O2⁃Saline group，indicating a
statistically significant difference（P < 0.05）. Conclusion：AZM reduces the release of inflammatory factors and chemokines in lung
tissues of neonatal rats exposed to hyperoxia，inhibits the chemotaxis or recruitment of inflammatory cells，and alleviates BPD⁃like lung
injury in neonatal rats after hyperoxia exposure.
［Key words］ azithromycin；bronchopulmonary dysplasia；hyperoxia exposure；inflammation；lung development

［J Nanjing Med Univ，2024，44（07）：901⁃908］

支气管肺发育不良（bronchopulmonary dysplasia，
BPD）是早产儿最常见的并发症之一，据报道，我国

超未成熟儿 BPD 的发生率为 74.2%［1］，这使得婴幼

儿死亡风险增加，并使患儿更易罹患慢性肺部疾病及

心血管疾病、神经系统发育延迟及生长发育障碍［2］。

但到目前为止，BPD仍然没有有效的治疗方法。

BPD的发病机制尚不明确，可能因为感染、炎症、氧

中毒、机械通气以及其他因素阻碍了出生后肺的成

熟［3］。抗炎因子及促炎因子的失衡是影响肺泡生成

和肺血管发育的重要因素［4-5］。既往研究也发现，巨

噬细胞及中性粒细胞从血管向肺组织聚集是BPD
的一个特征性表现［6］。炎症对BPD的发生发展起到

重要作用［5，7］。

研究表明，糖皮质激素可一定程度提高机械通

气拔管成功率，但其对BPD的有效性仍不确切［8］，而

且糖皮质激素也会增加近远期严重的不良反应，如

高血糖、高血压、自发性肠穿孔和中枢神经系统发

育落后等［9］，因此，临床上并未将糖皮质激素作为

BPD 的常规预防用药。阿奇霉素（azithromycin，
AZM）是一种大环类酯类抗生素，它兼具抗感染及

抗炎作用［10-11］。它可通过抑制核因子⁃κB发挥独特

的免疫调节作用来限制促炎细胞因子如白介素

（interleukin，IL）⁃6和 IL⁃8的产生来减少肺部炎症，

它还可以抑制中性粒细胞迁移，通过改变巨噬细胞

的极化状态增加巨噬细胞的吞噬作用而发挥抗炎

作用［12］。有研究显示，预防性应用AZM可以通过

清除解脲脲原体（ureaplasma urealyticum，UU），并
抑制肺部炎症反应，从而降低BPD的发病率和死亡

率［13］，然而，AZM对治疗BPD有效性仍存在争议［8］。

本研究通过建立 BPD新生大鼠模型，探讨AZM对

BPD的有效性及潜在的作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物

15只健康清洁的SD孕鼠由南方医科大学实验动

物中心提供，动物许可证号［SCXK（粤）2021⁃0041］。
将动物饲养于 SPF 级实验动物房，饲养温度为

20~24 ℃，湿度为 50%~60%，新生 SD大鼠作为实验

对象。本实验通过中国科学院深圳先进技术研究

院实验动物管理和使用委员会批准，伦理审核批件

编号：SFYLS［2021］019。
1.1.2 试剂

AZM（辉瑞公司，美国）、鼠单克隆抗α⁃平滑肌肌

动蛋白（a⁃smooth muscle actin，a⁃SMA）抗体（ A2547，
Sigma⁃Aldrich公司，美国）、兔多克隆抗血管性血友

病因子（von Willebrand factor，vWF）抗体（A0082，
Dako Cytomation公司，丹麦）、抗CD68抗体（ab31630，
Abcam公司，美国）、抗髓过氧化物酶（myeloperoxi⁃
dase，MPO）抗体（ab208670，Abcam 公司，美国）、

TRIzol试剂（#15596026，Invitrogen公司，美国）、HRP
标记山羊抗兔二抗（ab6728，Abcam公司，美国）、

HRP标记兔抗小鼠二抗（ab6721，Abcam公司，美

国）、1% BSA（A1933，Sigma⁃Aldrich 公司，美国）、

NovaRed（K⁃4800，Vector公司，美国）、cDNA合成试

剂盒（K1622，Thermo Scientific公司，美国）、内源性

过氧化物酶强力封闭液（上海碧云天生物技术有限

公司）、HE染色试剂盒（北京索莱宝科技有限公

司）、大鼠白介素⁃6（interleukin⁃6，IL⁃6）ELISA Kit
（#PI328，上海碧云天生物技术有限公司）、大鼠单核
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细胞趋化蛋白 1（monocyte chemotactic protein ⁃ 1，
MCP⁃1）ELISAKit（#KE20009，Proteintech公司，美国）。

1.1.3 仪器

HM315 石蜡切片机（Thermo Microm 公司，美

国）、生物组织包埋机+冷台（Leica公司，德国）、脱色

摇床（江苏南达生物技术开发公司）、光学显微镜

（Olympus公司，日本）、涡旋振荡器、组织匀浆机

（IKA公司，德国）、高速冷冻离心机（Eppendorf公
司，美国）、凝胶成像分析系统（BIO⁃RAD公司，美

国）、定量PCR仪⁃7300 Plus系统（Applied Biosystems
公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 造模及分组

将SD新生大鼠在生后12 h内随机分为空气⁃生
理盐水（RA⁃Saline）组 22只、空气⁃AZM（RA⁃AZM）

组 22只，氧气组分为氧气⁃生理盐水（O2⁃Saline）组
23只、氧气⁃AZM（O2⁃AZM）组 22只，每组动物雌雄

比例相同。空气组置于空气环境［吸入氧浓度（fraction
of inspirtion O2，FiO2）=21%］，氧气组在出生 12 h内
置于自制氧箱内，持续暴露于高氧中，维持 FiO2于

95%~100%。在生后第 1天，RA⁃AZM、O2⁃AZM组每

日给予大鼠AZM 40 mg/kg腹腔注射连续10 d，生理

盐水对照组给予等剂量的生理盐水，实验方案如

图 1所示。每组动物在第 11天进行安乐死并取

材。所有动物饲养于 SPF级实验动物房，饲养温度

为 20~24 ℃，湿度为 50%~60%，自动设置 12 h明暗

交替，仔鼠予母乳喂养，每天空气组母鼠与氧气组

母鼠进行交换以防止母鼠氧气中毒导致母乳量减

少，每天更换垫料及仔鼠称重，及时补充饲料及饮

用水。

1.2.2 标本收集

在大鼠生后第 11 天，腹腔注射戊巴比妥钠

（160 mg/kg）进行安乐死，剪开腹腔皮肤，暴露出腹

腔动静脉，剪断腹腔动静脉进行排血。排血完成

后，其中24只鼠打开胸腔，直接取肺组织，迅速置于

液氮中冷冻，然后放置于-80 ℃冰箱保存，用于qPCR
检测。26只动物在排血完成后，剪开颈部皮肤，分

离气管周围肌肉组织，暴露气管，利用 24 G动脉留

置针行气管插管，退出针芯，手术线扎紧固定，用

4%多聚甲醛进行肺组织原位固定后，拔除气管插

管，沿胸骨正中打开胸腔，可见肺组织膨胀，分离出

肺组织和心脏，置于装有 4%多聚甲醛的 EP管中

4 ℃冰箱放置 24 h，石蜡包埋切片，用于HE染色及

免疫组化。

1.2.3 HE染色及肺泡平均线性截距（mean linear
intercept，MLI）的测量

将在 4%多聚甲醛中固定 24 h后的肺组织进

行石蜡包埋。连续切片（厚度 4 μm），放于 60 ℃烤

箱中 6 h。然后进行HE染色，树脂封片，光镜下观

察肺组织形态结构。选取染色良好的肺组织，在

200倍放大倍数下拍摄 10张照片，避开大血管和大

气道，使用CellSens软件（Olympus公司，日本）载入

照片，每张照片载入平均分布的 21条直线，计数测

量线末端两点落在肺泡（pulmonary alveoli，PA）里的

个数N1、测量线末端两点落在气道（air duct，AD）里
的个数N2、测量线与肺泡间隔（alveolar septum，AS）
相交的次数N3，按照公式MLI=d×（N1+N2）/N3计算，

d代表直线长度120 μm［14］。

1.2.4 qPCR检测炎症因子的表达

使用组织匀浆机将肺组织进行匀浆，分离并提取

出RNA，用cDNA合成试剂盒合成cDNA。在Applied
Biosystems 7300 Plus 系统上进行实时定量 PCR。
β⁃actin用作管家基因。引物列于表1中。

表1 引物序列

Table 1 Sequences of primers

Gene
IL⁃6
CINC⁃1
MCP⁃1
PAI⁃1
β⁃actin

Forward（5’→3’）
ATATGTTCTCAGGGAGATCTTGGAA
GCACCCAAACCGAAGTCATA
ATGCAGTTAATGCCCCAGTCA
AGCTGGGCATGACTGACATCT
TTCAACACCCCAGCCATGT

Reverse（5’→3’）
TGCATCATCGCTGTTCATACAA
GGGGACACCCTTTAGCATCT
TTCTCCAGCCGACTCATTGG
GCTGCTCTTGGTCGGAAAGA
AGTGGTACGACCAGAGGCATACA

CINC⁃1：cytokine induced neutrophil chemoattractant⁃1；PAI⁃1：plasminogen activiator inhibitor⁃1.

AZM（40 mg/kg）or
saline

intraperitoned injection，daily
Room air or hyperoxia

P0 P1 P10 P11
图1 实验方案

Figure 1 Experimental protocol
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1.2.5 免疫组织化学分析

将肺组织进行切片，用抗 vWF抗体（标记肺

血管，1∶5 000稀释）、抗CD 68单克隆抗体（标记巨

噬细胞，1∶500稀释）、抗MPO抗体（标记中性粒细

胞，1∶1 000稀释）、抗a⁃SMA抗体（标记次级肺泡隔，

1∶10 000稀释）作为一抗孵育，1% BSA作为对照，二

抗孵育用 HRP偶联的抗小鼠/兔抗体（1∶1 000稀
释）。使用显色底物NovaRed显色。在 200倍放大

倍数下观察 vWF染色阳性的切片，每个组织取非重

叠 10个代表性视野，计数每个视野肺血管的个数，

取平均值代表每只动物的肺血管密度；在 400倍放

大倍数下观察CD68及MPO染色阳性的切片，每个

组织取10个代表性视野，计数每视野巨噬细胞及中

性粒细胞数量，最后求平均值；在400倍放大倍数下

观察 a⁃SMA染色阳性的切片，在10个非重叠视野中

对每个组织中的次级肺泡隔的数量进行计数，并校

正/标准化组织面积［15］。所有计数方式均为双人双

盲计数取平均值。

1.2.6 ELISA检测细胞因子

将肺组织进行匀浆，用蛋白裂解液提取蛋白，

待充分裂解后，台式离心机预冷至4 ℃，14 000 r/min
离心 20 min，取上清液分装至EP管备用，用BCA法

测定溶液总蛋白的浓度。将蛋白提取液稀释至合

适的浓度进行 IL⁃6、MCP⁃1细胞因子浓度检测，最

终根据总蛋白浓度算得 IL⁃6、MCP⁃1的终浓度，以

pg/mg表示。

1.3 统计学方法

实验数据统计及分析用 GraphPad Prism 8 软

件，实验数据结果以均数±标准误（x ± sx）表示，多组

间比较采用单因素方差分析，通过Sidak校正的 t检

验进行多重比较，用 Kaplan⁃Meier分析方法绘制生

存曲线，通过Log⁃rank检验进行统计分析，采用双侧

检验，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 AZM对高氧暴露组新生大鼠生存率的影响

如图 2 所示，RA⁃Saline 组新生大鼠无死亡，

O2⁃Saline组对比RA⁃Saline组生存率明显下降（P <
0.001），O2⁃AZM组对比O2⁃Saline组10 d存活率差异

无统计学意义（P > 0.05）。
2.2 AZM对高氧暴露肺损伤炎症因子/炎症趋化因

子的作用

与RA⁃Saline组比较，O2⁃Saline组MCP⁃1、CINC⁃1、
IL⁃6、PAI⁃1 mRNA表达水平明显升高（P < 0.05），与

O2⁃Saline组比较，O2⁃AZM组MCP⁃1、PAI⁃1、IL⁃6表达

水平明显降低（P < 0.05），CINC⁃1水平有下降趋

势，但差异无统计学意义（P=0.07）。肺组织匀浆的

ELISA定量结果显示，IL⁃6及MCP⁃1在高氧暴露组

表达明显升高（P均 < 0.05），O2⁃AZM组较O2⁃Saline
组 IL⁃6表达明显降低（P < 0.05），而MCP⁃1的表达有

下降趋势，但差异无统计学意义（P > 0.05，图3）。
2.3 AZM对高氧暴露新生大鼠肺部炎症细胞的影响

分别用CD68和MPO标记巨噬细胞和中性粒细

胞，如图 4所示，RA⁃Saline及RA⁃AZM组肺组织无

明显炎症细胞聚集，而O2⁃Saline组表现出明显炎症

细胞聚集现象，表现为O2⁃Saline组巨噬细胞计数明

显增加（P < 0.001），中性粒细胞计数明显增加（P <
0.001）；而AZM干预后炎症细胞聚集现象明显受到

抑制，表现为 O2⁃AZM组巨噬细胞数量明显减少

（P < 0.01），中性粒细胞计数也显著减少（P < 0.001，
图4）。
2.4 AZM对高氧暴露新生大鼠肺发育的影响

如图 5所示，RA⁃Saline组及RA⁃AZM组新生大

鼠肺组织肺泡大小均匀，形态规则，肺泡间隔无明

显增厚，而O2⁃Saline组新生大鼠肺组织结构排列紊

乱，肺泡腔明显增大，肺泡间隔增厚，肺血管减少，

O2⁃Saline对比RA⁃Saline组MLI明显增大（P < 0.001），
次级肺泡隔（a⁃SMA染色）数量明显减少（P < 0.001），
提示 BPD模型成功，而O2⁃AZM组对比O2⁃Saline组
肺泡腔有所减小，MLI明显减小（P < 0.05），次级肺

泡隔数量明显增多（P < 0.05）。
2.5 AZM对高氧暴露新生大鼠肺血管发育的影响

O2⁃Saline组对比RA⁃Saline组肺血管密度明显

下降（P < 0.001），O2⁃AZM组肺血管密度明显增加
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group（n=22），***P < 0.001 .

图2 AZM对高氧暴露新生大鼠生存率的影响

Figure 2 Effect of AZM on the survival rate of neonatal
rats exposed to hyperoxia
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图3 AZM对高氧暴露新生大鼠肺损伤炎症因子/炎症趋化因子的作用

Figure3 Effect ofAZMon inflammatory factors/inflammatory chemokines in lung injuryofneonatal rats inducedbyhyperoxia
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A：Representative images of lung sections stained for the macrophage marker CD68（×400）. B：Representative images of lung sections stained for
the neutrophils marker MPO（×400）. C：Statistical analysis of macrophage count（n=5）. D：Statistical analysis of neutrophil count，RA⁃Saline group
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图4 AZM对高氧暴露新生大鼠肺组织炎症细胞的影响

Figure 4 Effect of AZM on inflammatory cells in lung tissue of neonatal rats exposed to hyperoxia
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图5 AZM对高氧暴露新生大鼠肺发育的影响

Figure 5 Effect of AZM on lung development in neonatal rats exposed to hyperoxia
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RA⁃AZM group（n=4），O2⁃Saline group（n=5），O2⁃AZM group（n=5），*P < 0.05 and ***P < 0.001.

图6 AZM对高氧暴露新生大鼠肺血管发育的影响

Figure 6 Effect of AZM on pulmonary vascular development in neonatal rats exposed to hyperoxia

（P < 0.05），RA⁃AZM组对比RA⁃Saline组肺血管密

度差异无统计学意义（P > 0.05，图6）。
3 讨 论

本研究采用高氧暴露成功制造BPD大鼠模型，

并且氧气暴露组使用AZM干预后显示出明显的抗

炎作用，表现为炎症因子的下调及炎症细胞向肺组

织聚集减少，同时也证实了AZM可减轻新生大鼠

BPD样肺损伤。

本研究用新生大鼠暴露于高氧中建立BPD的

RA⁃Saline RA⁃AZM O2⁃Saline O2⁃AZM

O 2
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模型，该模型稳定，可重复性强。高氧是BPD发生

机制中的一个重要因素，BPD的特征是不成熟肺的

肺泡化和肺血管化减少［16］。新生大鼠是研究BPD
的良好动物模型，啮齿类动物出生时肺处于发育的

囊状期，可模拟早产婴儿的肺发育阶段，暴露于高

氧后发生慢性肺部炎症，随后发生持续性肺泡结构

简单化、肺纤维化等［17-18］。有研究发现，高氧暴露

的新生大鼠，CINC⁃1、MCP⁃1、IL⁃6、组织因子、PAI⁃1、
分泌性白细胞蛋白酶抑制剂、基质金属蛋白酶

（matrix metalloproteinases，MMP）⁃12、p21、金属硫蛋

白和血红素加氧酶等均有所上调［6，19］。本研究中，

高氧暴露组 IL⁃6、CINC⁃1、MCP⁃1、PAI⁃1的表达均有

明显上调。中性粒细胞和单核巨噬细胞被认为在

慢性肺疾病的炎症过程中起重要作用［5，20-21］。本研

究也观察到高氧暴露后肺组织中性粒细胞及巨噬

细胞迁移/募集增多，与既往研究一致［6］。

AZM不仅具有抗感染作用，还具有抗炎/免疫调

节作用，其作用机制已有研究报道。研究发现AZM
可通过抑制NF⁃κB的活性［22］，降低许多炎性细胞因

子水平，包括 IL⁃6、IL⁃8、肿瘤坏死因子和粒细胞⁃巨
噬细胞集落刺激因子，以及MMP［11，23-24］来发挥抗炎

作用。它还可以直接或间接影响中性粒细胞而发

挥抗炎作用，如减少中性粒细胞聚集，抑制中性粒

细胞氧化爆发，减轻炎症因子的释放等［12，25］。AZM
还可以通过影响巨噬细胞的极化状态、增加巨噬细

胞的吞噬作用来发挥抗炎作用［23，26］。在本研究中也

观察到高氧暴露组予AZM处理后炎症因子/炎症趋

化因子下降及炎症细胞的聚集减少。

AZM的抗感染、抗炎及免疫调节特性使它有别

于其他的抗生素而在临床上广泛应用，包括慢性阻

塞性肺病、囊性纤维化、支气管扩张、闭塞性细支气

管炎、弥漫性泛细支气管炎和哮喘等［27-28］。并且，有

研究发现AZM对新冠肺炎可能也有治疗效果［29］。

因此，推测AZM可能对BPD这种慢性疾病也有效。

研究表明，5 d疗程的AZM治疗可降低炎症因子的

水平，并减少机械通气早产儿的死亡率及28 d/死亡

时氧气依赖［30］。然而，关于AZM对BPD的有效性研

究仍存在争议［8，13，31］，并且，两项动物实验也存在不

一致的结果［32-33］。本研究在前人研究的基础上进一

步从炎症因子、炎症细胞、肺组织及肺血管发育的

角度对AZM对高氧暴露肺损伤的保护作用进行了

深入研究。并且，本研究在前期也做了AZM药物剂

量摸索以确定AZM的最佳药物剂量。本研究的局

限性在于没有深入研究AZM的抗炎作用机制，后期

需要进一步研究。且本研究只是证实了AZM可改

善高氧暴露新生大鼠BPD样肺损伤，但是应用于临

床还需要进一步探讨剂量、疗程及安全性等问题，

并进行临床试验来进一步明确。

总之，本研究表明AZM对高氧暴露新生大鼠具

有抗炎作用，且能减轻新生大鼠BPD样肺损伤。但

AZM在临床上对BPD的有效性及安全性还有待进

一步明确，需要大型的随机对照试验来进一步证实。
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